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RESUMO 

 
O extrato metanólico das folhas da Duguetia furfuracea e as frações obtidas do 

particionamento líquido-líquido do extrato metanólico foram avaliados para 

determinação de concentrações de compostos fenólicos, taninos, flavonóides e flavonóis. 

A composição química do extrato metanólico utilizando cromatografia líquida acoplada 

a espectrometria de massa (LC/EM). Além disso foi avaliado também a atividade 

antioxidante das frações utilizando os métodos: 1,1-difenil-1-picrilhidrazil radical livre 

(DPPH), β-caroteno branqueamento e 2,2-azinobis (ácido 3-etilbenzotiazolina-6-

sulfônico) (ABTS). As concentrações de constituintes foram medidas 

espectrofotometricamente, os flavonoides e flavonol, todas as amostras exibiram um 

baixo teor de constituintes fenólicos. A FAE exibiu maior teor de flavonoides e fenóis em 

relação as demais amostras, 57,46 EQ mg/ g amostra e 47,49 EAG mg/ g amostra 

respectivamente, a FHM exibiu maior teor de taninos com 28,00 ECAT mg/ g amostra. 

A FAE foi o antioxidante mais efetivo (IC50=36,32µL/mL) no método de sequestro de 

radicais livres DPPH, porém em relação ao método de radicais livre ABTS e no ensaio 

de β-caroteno/ácido linoleico a FHM demonstrou maior atividade antioxidante, a 

atividade antioxidante das frações da D. furfuracea é devido aos alcaloides aporfínicos e 

oxaporfínicos presentes na planta. . 

 

Palavras-chave: Araticum-do-cerrado, DPPH, ABTS, β-caroteno/ácido linoleico, 

constituintes químicos, alcaloide. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
  

1.1. Duguetia furfuracea 

 

 Duguetia furfuracea (A. St. Hil.) Benth. e Hook. f., (Annonaceae), figura 1, é um 

arbusto típico do cerrado da região central do Brasil sendo frequente em Mato Grosso do 

Sul, Mato Grosso, Goiás e Minas Gerais. É conhecida popularmente como “araticum-do-

cerrado” ou “araticum-do-campo" (SOUZA, LORENZI, 2005). Por sua alta capacidade 

de crescimento vegetativo, é considerada uma planta daninha (LORENZI, 2000). 

 

Figura 1: Imagem da Duguetia furfuracea. 

 
 

  Na medicina popular, o chá das folhas da D. furfuracea são empregadas para 

tratamento de dores nos rins e coluna, contra problemas e distúrbios gastrointestinais 

como diarreia, dores no estômago e também para tratamento de reumatismo (FRANÇA 

et al, 2008; VALTER, et al. 2008).  

 O estudo fitoquímico do óleo essencial obtido das folhas de D. furfuracea 

demonstrou a presença de sesquiterpenos, monoterpenos (CAROLLO et al., 2005; 

FISCHER et al., 2014). Em estudos anteriores foram identificados flavonoides 

glicosilados das folhas de D. furfuracea: 3-O-galactosilgalactosil-kaempferol (1), 3-O-

galactosil-isoramnetina (2), 3-O-galactosilramnosil-isoramnetina (3) e 3-O-

ramnosilglucosil-isoramnetina (4) (VALTER et al., 2008). Além disso, tem relato dos 

seguintes alcaloides aporfínicos isolados 1,2,10-trimetoxi-8,11-dihidroxi-aporfínico (5), 

isocoridina, norisocoridina, xilopina, anonaina (6), obovanina, asimilobina (7), 

aterospermidina, liriodenina (8), bisbenziltetraidroisoquinolínico, isocondodendrina; 

discretamina (9), reticulina (10), duguetina (11), dicentrinona (12), duguetina-N-óxido 

(11), N-metiltetraidropalmatina (13), N-nitrosoanonaina (15), N-metilglaucina (14), N-

nitrosoxilopina (17), nitrosoisocoridina (16), nitrosoaporfina, figura 2 (CAROLLO et al., 

2006; CAROLLO, SIQUEIRA, 2009). 
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Figura 2: Compostos isolados de D. furfuracea. 
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Fonte: SILVA et al., 2007a; SILVA et al., 2007b; SILVA et al., 2006; CAROLLO et al., 2004; 

HARADA, 2009; SILVA et al. 2012. 

 

 A literatura relata que os alcaloides aporfínicos demonstraram atividades 

farmacológicas, como antibacteriana, antifúngico (HUFFORD et al., 1980), antiviral 

(BOUSTIE et al., 1998), citotóxico (TEMPONE et al., 2005), antimalárico 

(LIKHITWITAYAWUID et al., 1993), leishmanicida (CHAN-BACAB, PENÃ-

RODRÍGUEZ, 2001), tripanocida e para o tratamento da doença de Parkinson (ZHANG 

et al., 2007).  

 Segundo MESQUITA et al. (2007), o extrato hexânico e etanólico demonstrou 

atividade antiprotozoária in vitro em relação a formas promastigotas de Leishmania 

donovani e amastigotas de Tripanossoma cruzi. E o extrato etanólico também demonstrou 

atividade larvicida sobre larvas do mosquito Aedes aegypti (COELHO et al. 2011).   
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1.2 Atividade antioxidante 

 

 Os antioxidantes podem ser definidos como substâncias capazes de retardar ou 

inibir a oxidação de substratos oxidáveis (BORGES et al., 2011). 

 A oxidação (perda de um ou mais elétrons para outra substância) e redução (inverso 

da oxidação) é um dos processos químicos fundamentas para a sobrevivência das células. 

Porém, esta reação resulta na produção de radicais livres e outras espécies reativas de 

oxigênio (ERO’s) que podem causar dano oxidativo, as principais espécies ERO’s, são: 

oxigênio singlete (1O2), radical superóxido (O2˙), radical hidroxila (OH˙), peroxido de 

oxigênio (H2O2), ácido hipocloroso (HOCl), radical carbonato (CO3˙-) e (R2C=O3+) 

(ALVES et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2007).  

  O excesso de radicais livres no organismo leva ao estresse oxidativo (desequilíbrio 

entre o equilíbrio pró-oxidante / antioxidante em favor da situação pró-oxidante) que 

resulta na indução de danos celulares pelos radicais livres. Os danos oxidativos induzidos 

nas células e tecidos sido relacionadas à doenças crônicas, incluindo doenças 

cardiovasculares, câncer, doenças pulmonares e doenças neurodegenerativas (MORAIS 

et al., 2009).  

 O consumo de antioxidante, encontrados na dieta ou mesmo sintéticos é um dos 

mecanismos de defesa contra os radicais livres. Esses agentes podem ser classificados 

como antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos. Na classe dos enzimáticos estão: 

superóxido dismutase, catalase, nicotinamida adenina dinucleótido fosfato (NADPH), 

quinona oxiredutase, glutationa peroxidase e enzimas de reparo; e dentre os não 

enzimático estão: vitamina E e C, β-caroteno, flavonoides, curcumina, clorofilina, 

selênio, etc. Os antioxidantes não enzimáticos são encontrados em alimentos, 

principalmente as frutas, verduras e legumes. Os flavonoides, que pertencem à classe dos 

compostos fenólicos, que são uns dos principais antioxidantes presentes nos vegetais. Sua 

capacidade antioxidante é atribuída ao seu potencial de sequestrar radicais livre podendo 

inibir o processo de oxidação (MORAIS et al., 2009; ALVES et al., 2010). 

 Os compostos fenólicos são oriundos do metabolismo secundário das plantas. 

Quimicamente, esta classe é definida como substâncias que possuem anel aromático com 

um ou mais substituintes hidroxílicos, incluindo seus grupos funcionais, devido a sua 

estrutura molecular essa classe demostra características antioxidante. De acordo com a 

literatura, existe cerca de 5 mil fenóis, dentre eles, destacam-se os flavonoides ácido 

fenólicos, fenóis simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferóis (ANGELO, JORGE, 

2007). 

 Devido aos diferentes tipos de radicais livres e as suas diferentes formas de atuação 

existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de substâncias 

biologicamente ativas, não existindo assim um método universal. Contudo, o método 

utilizado tem que ser de acordo com os tipos de radicais livres gerados, como, onde e a 

extensão do dano causada pelos mesmos, portanto os principais métodos utilizados é o 

método de sequestro de radicais livres, co-oxidação, sequestros de radical peroxil, etc. 

(ALVES et al., 2010). 

 

1.2.1 Sequestro de radicas livres DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) 

 

O método de sequestro de radicais livre DPPH é uma técnica é amplamente utilizada 

por se tratar de uma metodologia simples, rápida e sensitiva, pois reage com substâncias 

doadores de elétrons e de hidrogênio. Baseia-se na capacidade dos antioxidantes naturais 

de sequestrar radicais livres em relação ao radical estável DPPH. As substâncias 

antioxidantes reagem com o DPPH, que é um radical estável quando em forma de pó, de 
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coloração roxo/violeta, convertendo-o em 2,2-difenil-1-picril hidrazina, que possui 

colocação amarelada, como mostrado na reação da figura 3. O grau de descoloração 

indica o potencial antioxidante da substância analisada, quando lido em absorbância 515 

nm (ROESLER et al., 2007). 

 

Figura 3: Reação de descoloração do DPPH. 

 
Fonte: OLIVEIRA, 2015. 

 

1.2.2 Captura do radical livre ABTS (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfônico) 

 

 Determina a atividade antioxidante de compostos hidrofílicos e lipofílicos através 

da captura do radical ABTS, podendo ser gerado através de uma reação química, 

eletroquímica ou enzimática. A reação consiste na estabilização do radical ABTS por um 

antioxidante e sua formação pelo persulfato de potássio, reação conforme a figura 4 

(RUFINO et al., 2007). 

 

Figura 4: Estabilização do radical ABTS por um antioxidante e sua formação pelo 

persulfato de potássio. 
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Fonte: RUFINO et al., 2007. 

 

De acordo com a literatura é possível obter o radical ABTS na presença de H2O2, e 

na presença de antioxidantes doadores de hidrogênio, como os compostos fenólicos, 

podendo medir a diminuição da formação deste radical por espectrofotometria, em 
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absorbância de 734 nm. Além disso, também é possível determinar a quantidade de 

radical ABTS consumida devido a reação com amostra contendo compostos fenólicos, 

sendo expressa em miligrama de Trolox equivalentes por grama de amostra (unidades de 

concentração), esse valor fornece uma estimativa da quantidade de moléculas de radicais 

consumidas pelo antioxidante (BORGES et al., 2011). 

 

1.2.3 Método β-caroteno/ácido linoleico 

 

A capacidade antioxidante de uma determinada substância pode ser determinada 

pelo método de co-oxidação de substrato: β-caroteno/ácido linoleico, figura 5, onde é 

possível avaliar a capacidade de uma determinada substância de prevenir a oxidação do 

β-caroteno, protegendo o mesmo dos radicais livres gerados durante a peroxidação do 

ácido linoleico. O β-caroteno é um importante antioxidante natural, juntamente com o 

ácido ascórbico e a vitamina E (MATTOS et al., 2009; BROINIZI et al., 2007).  

 

Figura 5: Estrutura do β-caroteno (1) e ácido linoleico (2). 

COOH
II)

I)

 
Fonte: ALVES et al., 2010. 

 

Este método é realizado por meio espectrofotométrico baseado na descoloração ou 

oxidação do β-caroteno em 470 nm induzida pelos produtos de degradação oxidativa de 

um ácido graxo, que no caso é o ácido linoleico (MATTOS et al., 2009). 

 

β-caroteno + ROO˙  β-caroteno˙ 

β-caroteno˙ + O2   β-caroteno-OO˙ 

β-caroteno˙ + ROO˙  Produto inativado 

  

 Com base nos aspectos discutidos acima, o nosso grupo de pesquisa vem 

desenvolvendo estudos com o intuito de demonstrar o potencial farmacológico de plantas 

nativas do cerrado brasileiro, com enfoque na região de Dourados-MS, destacando-se a 

família Annonaceae, por sua grande variedade de gênero e espécies dentre eles o gênero 

Duguetia muito popular no estado de Mato Grosso do Sul.   

 A D. furfuracea é uma planta que vem sendo estudada e utilizada pela população 

para fins medicinais. Em relação aos aspectos que envolvem processos de extração, os 

quais influenciam na composição química e nas atividades biológicas, estudo visa a 

avaliação fitoquímica e ação antioxidante em amostras de frações com diferentes 

polaridades (clorofórmio, acetato de etila e hidrometanólica) da espécie D. furfuracea. 

 

 

 

 

1) 

2) 
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2. OBJETIVO 
 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliação da atividade antioxidante e estudo fitoquímico de D. furfuracea. 

 

2.2  Objetivos Específicos  

 

 Preparação do extrato hidrometanólico das folhas de D. furfuracea e posterior 

fracionamento e isolamento dos principais constituintes 

 Análise da composição química por cromatografia líquida acoplada à espectrômetro 

de massa (CL/EM) do extrato hidrometanólico das folhas de D. furfuracea; 

 Teor de flavonoides, flavonol, taninos condensados e compostos fenólicos do 

extrato e frações;  

 Avaliação da atividade antioxidante pelos métodos sequestro de radicas livres 

DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), captura do radical livre ABTS (2,2’-

azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) e método β-caroteno/ácido 

linoleico  

 

 

3. METODOLOGIA 

 
3.1 Coleta do material vegetal  

Folhas de D. furfuracea foram coletadas em maio de 2014 em Dourados, Mato 

Grosso do Sul e identificada pela profa. Dra. Zefa Valdevina Pereira e uma exsicata 

(DDMS-166) depositada no herbário da Faculdade de Ciências Biológicas e Ambientais 

da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados-MS. 

 

3.2 Extração e isolamento dos constituintes químicos 

Folhas de D. furfuracea (960 g) foram exaustivamente extraídas por maceração com 

metanol (MeOH) : água (H2O) (7:3 v / v) a temperatura ambiente. O solvente foi 

eliminado por evaporador rotativo e posteriormente liofizado para obtenção do extrato 

hidrometanólico (40.8 g). Parte do extrato (31.0 g) foi dissolvido em MeOH : H2O (1:1 v 

/ v) e particionado com n-hexano, clorofórmio (CHCl3) e acetato de etila. Os solventes 

foram evaporados resultando nas frações hexano (FH, 4.3 g), clorofórmio (FC, 6.9 g), 

acetato de etila (FAE, 10.5 g) e hidrometanólica (FHM, 8.60 g). A FC (2.5 g) foi 

fracionada em coluna cromatográfica (CC) de sílica gel eluída com mistura de CHCl3: 

MeOH, em gradiente de polaridade, obtendo 76 sub-frações, que após visualização por 

cromatografia em camada delgada (CCD) foram reunidas em 23 sub-frações (FC-1 a FC-

23). Parte da sub-fração FC-10 (634,0 mg) foi purificada em cromatografia em camada 

delgada por partição (CCDP) (CHCl3:MeOH 30%) fornecendo um composto codificado 

como DF-1. 
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Maceração com  

MeOH : H2O (7:3 v /v) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3 Análise fitoquímica  

 

O composto isolado foi identificado através da análise por ressonância magnética 

nuclear (RMN). As medições por RMN foram realizadas em um espectrômetro Varian 

Mercury Plus BB operando a 300 MHz para 1H e 75.5 para 13C, utilizando CD3OD como 

solvente e tetrametilsilano (TMS) como padrão interno. A estrutura do compostos foi 

esclarecida pelo dados obtidos da análise pelo RMN juntamente com os dados relatados 

na literatura.  

 

3.4 Perfil fitoquímico por CL-EM 

A composição química do extrato hidrometanólico foi realizada por cromatografia 

líquida (CL) com sistema ternário de distribuição de solventes equipado com um 

amostrador automático, um detector de matriz de fotodiodos e, acoplado a um 

espectrômetro de massa (EM) com sistema (Brucker) em espectrômetro de modo 

Quadrupolo. O espectrômetro de massa foi executado no modo de ionização positiva e 

negativa usando o ionization electrospray (ESI), com relação massa para carga (m/z) no 

intervalo de m/z 60-1000. A coluna cromatográfica utilizada foi de C-18 (25 cm × 4.6 

Folhas D. furfuracea 

(960 g) 

MeOH : H2O (1:1 v /v) 

n-hexano, acetato de etila e clorofórmio 

CCDP 

Subfrações 1 à 23 
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CC sílica gel 

Extrato hidrometanólico (EHM) 

(40,8 g) 

EHM 

(31,0 g) 

 

Fração Hexano 

(FH) 

Fração Clorofórmio 

(FC) 

Fração Acetato 

de Etila (FAE) 

Fração 

Hidrometanólica 

(FHM) 
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1 

1 

Subfração 

76 

10 23 

a 
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mm, 5 µm), com uma pequena pré-coluna (2,5 cm × 3 mm) contendo a mesma 

embalagem, utilizado para proteger a coluna analítica. Para acda análise utilizou uma taxa 

de fluxo de 1,0 mL/min com volume injetado de 10 μL. Todas as análises cromatográficas 

foram realizadas a 25 ° C. 

A eluição foi realizada utilizando o seguinte gradiente de solventes de ácido fórmico 

0,1% : acetonitrila (80:20, v / v) tendo 35 min para se obter 35% de ácido fórmico 0,1% 

e 65% acetonitrila e, em seguida, retornando em exatamente 5 min para as condições 

iniciais. 

 

3.5 Teor de constituintes 
Foi realizado os teste de teor de constituintes (fenóis, taninos condensados, 

flavonoides e flavonol) nas frações clorofórmio, acetato de etila e hidrometanólica. 

 

3.5.1 Concentração de fenóis totais 

A concentração de total de fenóis das frações hidrometanólica, clorofórmio e 

acetato foi determinada utilizando o reagentes Folin (MAXSON, ROONEY, 1972). Em 

resumo, foi misturado 100 µL de cada amostra (1 g/L) com 1,0 mL de água destilada e 

0,5 mL de reagente Folin-Ciocauteau (1:10 v / v). Após a mistura, adicionaram-se 1,5 mL 

de bicarbonato de sódio aquoso 2%. A mistura foi deixada em repouso por 30 min, com 

agitação intermitente. A absorbância foi medida a 765 nm utilizando um 

espectrofotômetro de monocanal. A concentração de fenóis total como equivalente de 

ácido gálico em mg por grama de amostra (EAG mg/ g amostra), a partir da equação da 

reta da figura 6. Utilizou metanol como branco. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata.  
 

Figura 6: Equação da reta para fenóis. 

 
 

3.5.2 Concentração de taninos condensados 

A concentração total de taninos condensados foi determinada por uma versão 

modificada de um método relatado anteriormente por MAXSON, ROONEY,1972; LIN, 

TANG, 2007. As amostras foram misturadas com 5 mL de vanilina-HCl (8% de HCl 

aquoso e 4% de vanilina em metanol). A absorbância foi lida em 500 nm depois de 20 

min de repouso. A catequina foi utilizada como padrão. A concentração de taninos 
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condensado é expressa como equivalentes de catequina em mg por grama de amostra 

(ECAT mg/ g amostra), a partir da equação da reta da figura 7.  

 

Figura 7: Equação da reta para taninos. 

 
 

3.5.3 Concentração de flavonoides 

A quantidade de flavonoides nas frações, foi medida espectrofotometricamente 

conforme relatado por LIN, TANG, 2007. Em resumo, misturaram-se 500 µL de cada 

fração com 1,50 mL de etanol 95%, 0,10 mL de cloreto de alumínio a 10% (AlCl3.6H2O), 

0,10 mL de acetato de sódio (NaC2H3O2.3H2O) (1 M) e 2,8 mL de água destilada. Após 

40 min de incubação, a absorbância foi medida a 415 nm utilizando um espectrofotômetro 

de monocanal. Para o cálculo da concentração de flavonoides preparou-se uma curva de 

calibração da figura 8 utilizando a quercetina como padrão. A concentração de quercetina 

é expressa em equivalentes de quercetina em mg por grama de amostra (EQ mg/ g 

amostra). Foi realizado em triplicata. 

 

Figura 8: Equação da reta para flavonóides e flavonol. 

 
 

3.5.4 Concentração de flavonol 

Os flavonóis das amostras foram estimados pelo método relatado por Maxson, 

Rooney, (1972); Brand-Williams et al., (1995). A 2 mL de amostra, foram adicionadas 2 

mL de AlCl3 (2% em etanol) e 3 mL (50 g/L) de acetato de sódio. A mistura foi agitada e 

incubada durante 2,5 h a 20ºC. A absorbância foi lida a 440 nm. Os flavonóis são expresso 
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em mg de quercetina equivalente por grama de amostra (EQ mg/ g amostra), utilizando a 

curva de calibração com quercetina da figura 8. 

3.6 Determinação da atividade antioxidante 

3.6.1 Sequestro de radicais livres DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila) 

Para o preparo das amostras (FC, FAE, FHM e extrato hidrometanólico) diluiu 

0,01g de amostra em 10 mL de metanol-CLAE, obtendo uma concentração de 1,0 mg / 

mL. Em seguida foi feita uma diluição em série utilizando (10, 25, 50, 100, 200 e 400 

µL) de cada amostra com 2 mL da solução de DPPH (0,1mM), preparada previamente. A 

mistura permaneceu incubada durante 30 min à temperatura ambiente na ausência de luz. 

A leitura foi realizada no espectrofotometro, a absorbância foi medida a um comprimento 

de onda de 515 nm contra um branco contendo todos os reagentes exceto as amostras de 

teste. Os ensaios foram realizados em triplicata. Utilizou-se butil-hidroxitolueno (BHT) 

como controle positivo. A percentagem de inibição de DPPH (I%) foi calculada utilizando 

a seguinte equação (HARBORNE, WILLIAMS, 2000):  

 

I%= (A0 – A/ A0) × 100 

 

Onde A0 é a absorbância da solução de DPPH (controle) e A é a absorbância final da 

amostra, decorridos 30 min de reação. Utilizando os dados da regressão linear foi 

calculado o valor do IC50 que é a concentração necessária para inibir 50% dos radicais 

livres. 

 

3.6.2 Método β-caroteno/ácido linoleico 

A emulsão de β-caroteno/ácido linoleico foi realizada solubilizando 2 mg de β-

caroteno em 10 mL de clorofórmio, em seguida, 1 mL de solução de β-caroteno-

clorofórmio foram misturados 20 mg de ácido linoleico e 200 μL de Tween 40. 

Subsequentemente, o clorofórmio foi removido por um evaporador rotativo durante 5 min 

a 45 ° C. Adicionou-se lentamente 50 mL de água destilada e em seguida agitou a solução 

vigorosamente até formar uma emulsão. Para o preparo das amostras, misturou 5 mL da 

emulsão com 200 μL dos amostra, em um tubo de ensaio. O controle foi preparado com 

200 μL de metanol mais 5 ml de emulsão. A leitura foi efetuada a 470 nm. Os tubos foram 

colocados num banho de água a 50 ° C e a oxidação foi monitorada verificando a 

absorbância a cada intervalo de 15 minutos até a cor do β-caroteno na amostra de controle 

ter desaparecido (~ 105 min). As análises foram realizadas em triplicata. A atividade 

antioxidante (AA) foi calculada como percentagem de inibição de acordo com o controle 

utilizando a equação seguinte (MATTOS et al., 2009): 

 

%AA = [1 − (Ai −  At)]/(Ai
′ −  At

′ )  ×  100 

 

Ai = absorbância da amostra em tempo zero; At = absorbância da amostra após incubação 

(105 min) a 50 ° C; Ai'= absorbância do controle no tempo zero; At'= absorbância do 

controle após incubação (105 min) a 50 ° C. 

 

3.6.3 Captura do radical livre ABTS (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfônico) 
 

A atividade antioxidante também foi medida utilizando o método de RUFINO et al., 

(2007) com modificações de remoção do radical livre ABTS (2,2’-azinobis(3-
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etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico). Resumidamente, 7,0 mM de ABTS e 140 mM de 

persulfato de potássio foram misturados e mantidos na ausência de luz durante 16 h à 

temperatura ambiente. A solução da amostra (1 mg/mL) foi diluída nas concentrações 

finais de 5, 10, 25, 50, 125, 250 µg/mL em metanol. Antes do uso, a solução de ABTS 

foi diluída para obter uma absorbância de 0,700 ± 0,05 a 734 nm com etanol (P.A.). Em 

seguida, adicionou-se 3 mL de solução ABTS diluída a 30µL de diferentes concentrações 

da solução da amostra (5-250 µg/mL). Após 30 min, realizou a leitura (734 nm) utilizando 

espectrofotômetro, utilizando etanol (P.A.) como branco. A atividade antioxidante do 

ABTS foi calculada utilizando a seguinte equação:  

   

ABTS(%) = (A0 – A / A0) × 100 

 

A0 é a absorbância da solução branco e A é a absorbância da amostra.  

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 4.1 Constituintes químicos  

 

No presente estudo, a análise do cromatograma de CL-EM exibiu os picos 

majoritários nos tempos de retenção de 20,5 min para duguetina (1), 23,4 min para a 

dicentrinona (2) e 34,3 min para N-metilglaucina, figura 9.  

 

Figura 9: Cromatograma de CL/EM do extrato hidrometanólica, juntamente com as 

estruturas molecular dos compostos identificados. 

 
 

O estudo fitoquímico da FC por cromatografia em coluna (CC) e posterior 

cromatografia em camada delgada (CCDP), resultou no isolamento do composto 

codificado como DF-1. Que após foi analisar os dados obtidos por RMN de 1H e 

juntamente com a comparação com a literatura (PHYTOCHEMISTRY, 1986). O espectro 

de 1H apresentou sinais de hidrogênios oximetilicos como singleto na região de 4.21 (3H. 

s, OMe) e 4.22 (3H, s, OMe); dois hidrogênios metilenodioxi como singleto na região 

6.84 (2H, s. OCH2O); dois hidrogênios singletos na região 7.85 (1H, s. H-8), 8.18 (1H. s, 

H-11) do carbonos 8 e 11, respectivamente e dois hidrogênios dubletos na região de 8,32 
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(1H, d, J = 6.5Hz, H-4) e 8.66 (1H, d, J = 6.5Hz, H-5) referentes ao carbono 4 e 5, 

respectivamente. Confirmou que o composto isolado foi o alcaloide dicentrinona, figura 

10. 

 

Figura 10: Estrutura da dicentrinona com a numeração dos carbonos principais. 
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 Estudos fitoquímicos mostraram que D. furfuracea apresenta-se como componentes 

principais, os alcaloides aporfínicos, flavonóides e sesquiterpenos (SANTOS, 

SALATINO, 2000; SILVA et al., 2009). Os alcaloides aporfínicos tem origem principal 

a partir da rota biossintética que tem como precursor o aminoácido L-tirosina (Figura 11). 

Os alcaloides pertencem a esse grupo, em que pode ser identificado a estrutura 

proveniente do aminoácido tirosina (DEWICK, 2002). 

 

Figura 11: Esquema resumido da biossíntese do alcaloide aporfínico. 

OH

NH2

O

HO
L - tirosina

-CO2

PLP

      PLP
transaminação

NH2
HO

NH2
HO

HO

dopamina

O

tiramina

HO

CO2H

O

HO

CHO
- CO2

ácido 4-hidroxifenil 
pirúvico

4-hidroxifenil
acetaldeído

NH

HO

HO
H

HO

(S)- coclaurina

reação tipo

Mannich

(S)- norcoclaurina

NH
HO

H

HO

H3CO

SAM
SAM

HO
H

HO

H3CO

NCH3

(S)-N- metilcoclaurina

O2

ascorbato

NCH3

H3CO

HO

HO

HO

H

(S)- hidroxi

N- metilcoclaurina

SAM

NCH3

H3CO

HO

HO
H

H3CO

(S)- reticulina

O
NCH3

H3CO

O
H

O

H3CO

acoplamento
oxidativo

NCH3

OH

H3CO

HO

H3CO

H
NH

alcaloide aporfiníco (S)- isoboldinadina  
Fonte: DEWICK, 2002. 

 4.2. Atividade antioxidante 

 

Foi avaliada a capacidade antioxidante do extrato hidrometanólico, e das FC, FAE 

e FHM da D. furfuracea, pelos métodos de sequestro do radical livre DPPH, ABTS e 

inibição da co-oxidação do β-caroteno. Os resultados das avaliações da atividade 

antioxidante são apresentados na tabela 1. As substâncias antioxidantes presentes nos 

extratos reagem com o DPPH que é um radical estável, e converte-o em 2,2-difenil-1-
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picril hidrazina. O grau de descoloração indica o potencial antioxidante da amostra. Uma 

amostra que apresenta potencial em sequestrar radicais livres possui baixo valor de IC50, 

ou seja uma pequena quantidade é capaz de decrescer a concentração inicial do radical 

DPPH em 50%, ou seja, inibir a oxidação do radical em 50% (ROESLER et al., 2007). 

O extrato hidrometanólico e a FC demostraram melhor capacidade de sequestrar 

radicais livres em relação ao radical DPPH, com valor de IC50 = 7,14 µL/mL e IC50= 8, 

35 µL/mL, figura 14, respectivamente. A FHM apresentou um valor de IC50= 22,46 

µL/mL, figura 13, e a FAE exibiu um valor IC50= 7,14 µL/mL, figura 12. Em comparação 

com o padrão BHT (IC50= 16,42 µL/mL), o extrato hidrometanólico e FAE demostraram 

potente atividade antioxidante, já a FHM e FAE em relação a este método apresentaram 

uma baixa atividade antioxidante. Em relação ao método de sequestro de radicais livres 

utilizando reagente ABTS, a FHM apresentou melhor atividade antioxidante (66,30%) 

quando comparado com as demais frações, talvez por possuir mais compostos hidrofílico 

e lipofílico. A FAE exibiu uma atividade antioxidante moderada com %AA = 56, 42, pois 

o BHT demostrou melhor atividade antioxidante do que as amostras analisadas com %AA 

= 96,40 de atividade sequestradora do radical ABTS. Neste método a FC apresentou a 

menor atividade antioxidante com %AA= 14,12. Portanto estes resultados mostram que 

as FAE e FHM são eficazes como doadores de átomos de hidrogênio ou elétrons. 

 

Figura 12: Percentual da atividade antioxidante pelo método sequestro de radicais livre 

utilizando o reagente DPPH, em função da concentração da FAE. 

 

 
 

Figura 13: Percentual da atividade antioxidante pelo método sequestro de radicais livre 

utilizando o reagente DPPH, em função da concentração da FHM. 
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Figura 14: Percentual da atividade antioxidante pelo método sequestro de radicais livre 

utilizando o reagente DPPH, em função da concentração da FC. 

 
 

O método de branqueamento de β-caroteno avalia a capacidade de uma substância 

prevenir a oxidação do β-caroteno, protegendo-a dos radicais livres gerados durante a 

peroxidação do ácido linoleico. Essa oxidação é provocada pelos radicais livres formados 

durante a peroxidação do ácido linoleico que atacam o cromóforo do β-caroteno 

resultando no clareamento da emulsão reacional (MATTOS et al., 2009; ALVES et al., 

2010). Neste método os resultados foram expressos como porcentagem de atividade 

antioxidante, como mostrado na figura 15. A FHM, neste teste, exibiu a maior atividade 

antioxidante com %AA = 84,59 quando comparado ao padrão BHT, descrito na tabela 1. 

Portanto propõe-se que essa fração contenha compostos lipofílicos, que atuam inibindo 

ou retardando a oxidação do β-caroteno. O mesmo não foi observado para a FC pois 

exibiu uma baixa atividade antioxidante, em relação a este método.  

 

Figura 15: Curva dos resultados referentes ao método do teste β-caroteno/ácido 

linoleico. 

 
 

Tabela 1: Atividade antioxidante das frações de D. furfuracea. 

Amostra  Teste  

 DPPH β-caroteno/ácido linoleico ABTS 

 IC50 (µg/mL) %AA %AA 

FC 8,35 n.d. 14,12 

FAE 36,32 53,33 56,42 

FHM 22,46 84,59 66,30 

Extrato  7,14 - 15,41 

BHT 16,72 91,20 96,40 
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FC = fração clorofórmica; FAE = fração acetato de etila; FHM = fração hidrometanólica; IC50 = 

concentração necessária para inibir 50% de DPPH, derivada do gráfico de I% (percentagem de inibição) 

versus concentração em µg/mL; BHT = butil-hidroxitolueno %AA = atividade antioxidante, avaliada pelo 

método β-caroteno / ácido linoleico n.d. = não determinado. 

 

 Segundo SOUSA et al. (2007), as propriedades antioxidantes dos compostos 

fenólicos está relacionada à sua estrutura química e propriedade redutora, sendo estas 

características importantes no sequestro de radicais livres, bem como na quelação de 

metais de transição.  

 O teor dos constituintes fenólicos (flavonoides, fenóis, taninos e flavonol) são 

mostrados na tabela 2. Onde o conteúdo de flavonoides e flavonol é expresso por mg EQ/ 

g amostra, os conteúdos de fenóis estão expressos em mg EAG/ g amostra e a 

concentração de taninos condensado foi calculado em mg ECAT/ g amostra. 

 

Tabela 2: Teor dos constituintes presentes nas frações hidrometanólica, acetato de etila 

e clorofórmica de D. furfuracea. 

Amostra Flavonoides 
(mg EQ/ g 

amostra) 

Fenóis          
(mg EAG/ g 

amostra) 

Taninos 

Condensado (mg 

ECAT/g amostra) 

Flavonol      
(mg EQ/ g 

amostra) 

FC 20,61 29,69 7,88 n.d. 

FAE 57,46 47,49 27,92 n.d. 

FHM 47,57 40,78 28,00 25,75 
FC = fração clorofórmica; FAE = fração acetato de etila; FHM = fração hidrometanólica; n.d. = não 

determinado; EQ = equivalente de quercetina; EAG = equivalente de ácido gálico; ECAT = equivalente de 

catequina. 

 Com base nos resultados obtidos, os compostos de natureza fenólica concentram-

se majoritariamente na FAE e na FHM, principalmente de flavonoides e fenóis, isto 

justifica a maior capacidade antioxidante das frações, tendo em vista os resultados da 

atividade antioxidante, tabela 1, quando avaliados pelo método de sequestro de radicais 

livres DPPH e ABTS e o método de branqueamento β-caroteno. Todas as amostras 

exibiram baixo teor de taninos condensados. A FHM exibiu também uma baixa 

concentração de flavonol de 25,75 mg EQ/ g amostra. Não foi determinada a concentração 

de flavonol das demais frações.  

 Na literatura estudos fitoquímicos sobre outros gêneros da família Annonaceae 

também demonstraram baixo teor de flavonoides e fenóis. De acordo com ROSA (2015) 

a Annona crassiflora (Annonaceae) exibiu uma concentração de fenóis e flavonóides na 

fração acetato de etila de 70,20% e 7,22%, respectivamente. Assim, pode-se afirmar que 

está família não exibi uma concentração alta de compostos fenólicos, sendo os alcaloides 

seus principais constituintes.  

 

5. CONCLUSÃO 
 

De acordo este estudo, a análise do extrato hidrometanólico por LC-MS 

apresentou três componentes alcaloides majoritários: duguetina, dicentrinona e N-

metilglaucina. Além disso, dentre as frações analisadas as FAE e FHM demonstraram 

maior potencial antioxidante em diferentes ensaios in vitro, tendo como padrão o BHT. 

Todas as amostras analisadas exibiram baixos teores de compostos fenólicos, porém 

mesmo em pouca quantidade os compostos fenólicos podem estar agindo como 

antioxidantes, assim podemos atribuir a atividade antioxidante à presença de alcaloides 
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aporfínicos e oxaporfínicos e aos compostos fenólicos presentes no extrato 

hidrometanólico das folhas de D. furfuracea. 
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